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論文内容の要旨

〔目的〕

う蝕の原因となる歯垢の分解除去に dextranase が極めて有効である乙とが知られている。 乙の作

用は， dextranase がう蝕の原因菌と考えられる Streptococcus nlutαm が産生し，歯垢の主要構成成

分となる不溶性グルカン (α- 1, 3 -1, 6 glucan) を効率よく分解する乙とによっている。しかし，従

来の dextranase そのものを口腔内に投与する方法では，唾液により投与された dextranase はすぐに

希釈され，また洗い流されてしまい，その効果を口腔内において継続的に発揮させる乙とは困難であ

った。本研究は，乙のような従来法の欠点を解消する手段として， dextranase gene を cloning した

口腔内常在細菌を作製し， 乙れを用いて口腔内において永続する dextranase 発現系を構築するという，

新しいう蝕予防法の開発を目的として始められた。

〔方法ならびに成績〕

dextranase 活性検出用の blue dextran において顕著にハローを形成し，不溶性グノレカンをよく分

解資化する Arthrobacter属に属する細菌 CCB-8 菌)を土壌中より分離した。そして， 乙の菌の産

生する dextranase を単一にまで精製し， N末端アミノ酸配列や，その他の種々の酵素的な性質を調べ

た。乙の酵素は endo-type ,c. dextran を分解し， また口腔内に似た環境(中性一弱酸性 pH~ 37度)に

おいて dextran.をよく分解した。一方， CB-8 菌の全DNAを抽出し， pUC19 を用いて Escherichia

coli CHB101 株)に shotgun cloning を試みた。 dextranase 活性を発現し， bl ue dextran pla te にお

いてハローを形成するようになった transformant 3 株を分離しそれぞれの株が保持する plasmid
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(pDEXOll )を作製し， CB-8 菌由来の部分の DNAの塩基配列の決定を行った結果， CB-8 菌の

dextranse 遺伝子が 1920bp の ORF を持つ乙とが明らかとなり，また， dextranase protein は， CB 

-8 菌において 640個のアミノ酸残基からなる前駆体として合成され， signal peptide と考えられる

N末端の49アミノ酸残基が切断されて，菌体外に分泌されると推定された。 pDEX001 及び pDEX011

を保持した E. coli transformant において発現した dextranase は，どちらの場合でも，そのほとん

どが活性を保持した状態で periplasm に分泌されていた。 dextranase gene の塩基配列が明らかとな

ったため，口腔内常在細菌である Streptococcus sanguis と E. coli との shuttle vector であり， か

つ dextranase gene , S. mutαns 由来の glucosy1 transferase の promoter (gtfB). rrnBTl T2 teｭ

rminator をもっ dextranase の expression vector でもある pMNK-1 を構築し， 乙れを用いて E.

coli 及び S. sαnguおの形質転換を行った。 E. coli transformant においては活性を保持した dex­

tranase protein の periplasm への分泌が確認された。一方， S. sanguis transformant においては，

活性を保持した dextranase は発現していたが，菌体外への分泌は認める乙とができなかった。

〔総括〕

前記の目的を達成するために口腔内でよく歯垢を分解すると考えられる dextranase の生産菌を分

離し， dextranase gene の塩基配列を決定した。そして，この遺伝子を口腔内常在細菌である S. saｭ

nguis I乙 cloning し，活性を保持した dextranase protein を発現させる乙とに成功した。本研究にお

いては， S. sanguis において， dextranase を菌体外に分泌させることには成功しなかったが，今後，

菌体外分泌に有効と思われる signal peptide ，さらにより強力な promoter を用いて，より多量の

dextranase を菌体外に分泌させるような plasmid の構築を行いたいと考えているo また， in vitro 

また仇 vivo において， dextranase を発現するようになった S. sanguis transformant が歯垢の

分解除去，そしーて，虫歯予防にどの程度有効であるのか調べていきたいと考えている。

論文内容の結果の要旨

本研究は，虫歯菌 (Streptococcus mutans) が口腔内において庶糖を原料として合成し，虫歯の

原因となる不溶性グルカン (α- 1, 3 -1,6 glucan) を効率よく分解する dextranase を産生する細菌

( Arthrobαcter sp. CB-8) を土壌中より分離した。乙の細菌の産生する dextranase を精製して，

種々の酵素学的な性質を明らかにしている。また一方 dextranase 遺伝子を大腸菌にクローニンクーし，

大腸菌においては，ペリプラズム画分に活性を保持した dextranase が分泌されるようになる乙とを

示した。そして， dextranase 遺伝子DNAの塩基配列を決定して，乙の遺伝子を口腔内常在細菌であ

る Strept ococcus sanguis に shuttle- expression vector を作製する乙とにより導入し ， Streptococｭ

cωsαnguis において活性を保持した dextranase を発現させる乙とに成功しているo 乙れらの研究

成果は，口腔内常在細菌を用い，口腔内で長時間持続する全く新しい虫歯予防、法の開発に直接つなが

るもので，その内容は学位論文として充分価値のあるものと認められる。
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